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WE: [B 5] RSet HP Galeruca daurica A — $e 3 4E RE VR 4E de 3E JR ERROR c8 EE SU 
BEL V LLEGUE TY Ret P 45 28 S EG (calcium-binding protein, CaBP) AA, 2 4t X de ?y X vp 
BRAM AR AMARA MRE TY RKB, AU -PRARALAV AS PEKARA AP 
$54EJH Be ah, [AK] Beet P RA Fe ES UR AGE, iit CaBP 基因 序列 信息 ,应 用 
RT-PCR 技术 克隆 获得 CaBP 基因 的 开放 阅读 框 (ORF) 全 长 序列 ,并 对 其 进行 生物 信息 学 分 析 ; 通 
过 qPCR 检测 其 在 沙 草 莹 叶 甲 成 虫 不 同日 龄 (羽化 后 3,7, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 90 和 110 d) 及 
3 He X S ERA BIO, 5, 10, 15, 20, 25, 30 和 35%C ) 下 处 理 1h 后 的 表达 水 平 。【 结果】 克隆 
得 到 4 AA ZH ORF HY Xo ep CaBP 基因 cDNA 序列 ,分 别 命名 为 GdCaM, GdCAPSL, 
GdTnCl 和 GdCRT( GenBank 登录 号 : MN695412 - 695415) , ORF 全 长 分 别 为 480, 648, 516 和 1 209 
bp, 2-3128 £5 149, 215, 171 和 402 个 氨基酸 ;只 有 GdCRT 拥有 信号 肤 。 同 源 序列 比 对 和 系统 发 育 
分 析 表 明 ,GdCaM，GdCAPSL，GdTnCl 和 GdCRT 分 别 与 玉米 根 营 叶 甲 Diabrotica virgifera virgifera 
的 CaM, CAPSL, TnCl A 35 - X€- & Leptinotarsa decemlineata CRT 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ,分 别 
7j 100.096 , 74.0% , 88.2% 和 92.5% , qPCR 结果 表明 ,4 个 CaBP RAEN RIPARA HRR 
忠 中 均 差 异 表达 , 且 表 达 模 式 不 同 。GdCaM 在 成 下 滞 育 前 (羽化 后 3 d) 表 达 量 较 高 ,进入 滞 育 后 
(羽化 后 7 d) 表 达 量 降低 ,在 滞 育 期 间 ( 羽化 后 7 -60 d) 表 达 量 变化 较 小 ,而 解除 滞 育 后 (羽化 后 
90 d) 表 达 量 进一步 下 调 。GdCAPSL 在 滞 育 初期 (羽化 后 10 d) 维持 在 最 低 水 平 ,进入 滞 育 中 后 期 
(羽化 后 40 和 60 d) 开始 回升 , 滞 育 解除 后 又 突然 下 调 至 最 低 水 平 , 而 羽化 后 110 d 急剧 上 升 至 最 
BKP, GdTnCl 在 滞 育 初期 (羽化 后 15 -20 d) 高 表达 ,进入 滞 育 中 后 期 (羽化 后 30 -60 d) 和 急剧 下 
降 至 最 低 水 平 , 滞 育 解除 后 再 次 上 调 , 但 羽化 后 110 d 突然 下 调 至 最 低 水 平 。GdCRT EEA A US 
表达 量 开始 逐渐 下 调 , 在 滞 育 维持 期 间 ( 羽化 后 15 -60 d) 维持 在 低 水 平 , 滞 育 解除 后 又 开始 上 升 。 
温度 对 3 ARR PIR GdCRT 外 的 其 他 3 个 CaBP 基因 的 表达 有 显著 影响 。 温 度 低 于 20% 时 ， 
GdCaM 的 表达 量 随 温度 的 降低 而 升 高 ,但 0% 时 突然 下 降 ; 温 度 高 于 20% Rr, GdCaM 的 表达 量 随 着 
温度 的 升 高 而 上 升 。GdCAPSL 的 表达 量 随 着 温度 的 升 高 而 呈现 上 升 的 趋势 ,25%C 时 达到 最 高 , 然 
后 下 降 。GdTnCl 随 着 温度 的 升 高 ,表达 量 呈 现下 降 的 趋势 。【 结论 ] 钙 结合 蛋白 可 能 在 沙 区 营 叶 甲 
成 豆 生 长 发 育 及 夏 滞 育 调控 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 
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Station of Inner Mongolia Autonomous Region, Hohhot 010020, China) 

Abstract: [ Aim] Galeruca daurica is a new pest with great outbreaks in grasslands in Inner Mongolia in 
recent years. This study aims to clone the calcium-binding protein ( CaBP) genes from G. daurica and to 
analyze their expression profiles at different developmental stages of the adults and under different 
temperatures, so as to lay a foundation for further study on their roles in the growth, development, and 
diapause of G. daurica. [ Methods] The full-length ORFs of CaBP genes were cloned from G. daurica by 
RT-PCR according to the sequence information available in the transcriptome and proteome data of G. 
daurica, and their sequences were subjected to bioinformatics analysis. Their expression profiles in 
different day-old adults (3, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 90 and 110 d after eclosion) and in the 3-day- 
old adults exposed to 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 and 35% , respectively, for 1 h were detected by qPCR. 
[Results] The cDNA sequences with complete ORFs of four CaBP genes were cloned from G. daurica, 
and named GdCaM, GdCAPSL, GdTnCl and GdCRT ( GenBank accession numbers; MN695412 - 
695415) , respectively. Their ORFs are 480, 648, 516 and 1 209 bp in length, encoding 149, 215, 171 
and 402 amino acids, respectively, and only GdCRT has a signal peptide. Homologous sequence 
alignment and phylogenetic analysis indicated that GdCaM, GdCAPSL, GdTnC and GdCRT have the 
highest amino acid sequence identity with CaM, CAPSL and TnCL of Diabrotica virgifera virgifera, and 
CRT of Leptinotarsa decemlineata , respectively (100.0% , 74. 096 , 88.2% and 92.5% , respectively). 
The qPCR results showed that four CaBPs were differentially expressed in different day-old adults with 
diverse expression patterns. The expression level of GdCaM was relatively high in adults before diapause 
(3 d after eclosion) , declined in adults beginning to enter diapause (7 d after eclosion) , changed faintly 
during diapause (7 —60 d after eclosion) , and decreased further after diapause termination (90 d after 
eclosion). The expression levels of GdCAPSL maintained low in adults during the early diapause stage 
(10 d after eclosion) , began to increase during the middle and late diapause stages (40 and 60 d after 
eclosion) , and suddenly dropped to the lowest after diapause termination but abruptly rose to the highest 
110 d after adult eclosion. The expression of GdTnCl was high in adults during the early diapause stage 
(15 - 20 d after eclosion) , rapidly down-regulated to the lowest levels during the middle and late 
diapause stages (30 —60 d after eclosion) , up-regulated again after diapause termination, and suddenly 
down-regulated to the lowest level 110 d after adult eclosion. The expression levels of GdCRT in adults 
started to decrease gradually after diapause initiation, kept low during diapause maintenance (15 -60 d 
after eclosion) , and began to increase again after diapause termination. Temperature affected significantly 
the expression levels of the other three CaBP genes except for GdCRT in the 3-day-old adults. The 
expression levels of GdCaM rose with temperature declining when the temperature was below 20°C , but 
abruptly dropped at 0°C , while increased with temperature rising when temperature was above 20°C. The 
expression levels of GdCAPSL had an increasing tendency with temperature increasing, reached the 
highest at 25°C , and then declined. The expression levels of GdTnCl had a decreasing tendency with 
temperature increasing. [Conclusion] CaBPs might play important roles in the growth, development, and 
regulation of summer diapause of G. daurica adults. 

Key words; Galeruca daurica; calcium-binding protein; gene cloning; expression profiling; summer 


diapause ; temperature 





Ca “是 一 种 多 功能 的 第 二 信使 ,在 生物 体 的 发 构象 改变 和 活性 变化 识别 并 传递 特异 的 Ca 信号 
育 过 程 和 对 各 种 环境 刺激 的 反应 中 起 着 至 关 重 要 的 “至 下 游 ,引起 下 游 特定 的 反应 变化 ( 汪 流 等, 2009) 。 
作用 ( Berridge et al., 2000), AEH (calcium- 最 常见 的 钙 结 合 蛋 白 类 型 是 具有 1 个 或 多 个 典型 的 
binding protein, CaBP) 作为 Ca 信号 的 受 体 ,通过 螺旋 - 环 -螺旋 延长 因子 (EF-hand) 基 序 (helix-loop- 
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helix elongation factor hand motifs) 的 蛋白 ,由 螺旋 
和 F 螺旋 组 成 ,位 于 钙 离 子 结合 坏 的 侧面 ,该 结构 
类 似 于 手 型 (Ababou and Zaleska, 2015) 。 细 胞 中 还 
有 一 些 蛋白 虽然 没有 EF-hand 结构 ,但 依然 可 以 和 
Ca “结合 ,包括 与 磷酸 烯 醇 丙 酮 酸 羚 酶 激酶 相关 的 
激酶 ( phosphoenolpyruvate carboxylase kinase-related 
kinase, PEPRK ) , JX Ik Æ H ( annexin) , 45 REA 
(calnexin) , #5 W] 4% F4 (calreticulin, CRT) 和 磷酸 酶 
D( phospholipase D) 等。 虽然 已 经 对 钙 结合 蛋白 的 
功能 开展 了 研究 ,但 对 许多 细节 和 基因 组 信息 仍然 
缺乏 了 解 (Mohanta et al., 2019), 。 钙 调和 蛋白 
(calmodulin, CaM) 是 真 核 生 物 钙 结 合 蛋 白 EF-hand 
家 族 中 了 解 最 详细 的 成 员 ,其 参与 各 种 生理 活动 , 包 
括 新 陈 代谢 、 免 疫 反 应 ` 细 胞 凋 亡 . 胞 内 运动 .神经 生 
长 和 肌肉 收缩 等 ( Haeseleer et al., 2002; Tidow and 
Nissen, 2013) 。CaM 在 昆虫 发 育 变态 (Jing et al., 
2015) Ris (Bahk and Jones, 2016; Mukunda et al., 
2014, 2016) , Ek 55 (Seno et al., 2005) , BB TE Æ Ji, 
( Brown et al., 2010; Brubaker-Purkey and Woodruff, 
2013; Wang et al., 2018) 、 抗 药性 ( Guo et al., 2019) 
以 及 昆虫 与 寄主 植物 相互 作用 ( Hattori et al., 2012; 
Ye et al., 2017) 中 可 能 起 着 重要 作用 。 钙 磷 和 蛋白 
(calcyphosine, CAPS) 是 一 类 在 哺乳 动物 及 后 生动 
物 中 新 发 现 的 钙 结合 蛋白 ,含有 EF-hand 基 序 ,与 
CaM 属 同一 蛋白 家 族 。 虽 然 目 前 对 其 确切 的 功能 
还 不 清楚 ,但 可 能 参与 了 cAMP 和 钙 - 磷 脂 酰 肌 醇 级 
联 之 间 的 交叉 信号 传递 , 而 cAMP 和 钙 - 磷 脂 酰 肌 醇 
级 联 则 是 控制 细胞 生长 和 分 化 最 为 重要 的 途径 ( 鞠 
川 等 , 2006) Lindner 等 (2019 ) 从 脂肪 过 多 症 患 者 
PSY YE xg HL — Rh 2S 5 WE AE A ( caleyphosine-like , 
CAPSL), 其 参与 了 脂肪 的 形成 。 肌 钙 蛋 白 
(troponin ) 是 调节 肌肉 收缩 的 钙 感 知 ( Ca^ * -sensing ) 
分 子 开关 ,是 由 肌 钙 蛋白 C(troponin C, TC) 、 肌 种 
EH T( troponin T, TnT) MILSE A T(troponin I, 
TnI)3 个 亚 基 构成 的 三 聚 复合 体 ,其 中 TnC 为 具有 
EF-hand 基 序 的 钙 结合 亚 基 , 是 细胞 内 钙 离 子 浓 度 
改变 诱导 肌肉 收缩 的 关键 功能 组 分 (Umasuthan et 
al., 2013 ) 。 目 前 ,大 部 分 关于 TnC 的 研究 集中 于 将 
椎 动物 ,昆虫 TnC 的 研究 很 少 。Fyrberg 等 (1994 ) 
分 离 了 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 的 3 个 TnC 
亚 型 ; Chen 等 (2008 ) 研究 表明 家 不 Bombyx mori 的 
BmTnC 在 头 部 、 马 氏 管 、 体 壁 和 肠 道 等 不 同 组 织 

差异 表达 。CRT 是 一 类 内 质 网 中 的 多 功能 钙 结 合 
蛋白, 广泛 存在 于 包括 哺乳 动物 .昆虫 线虫 、 原 生动 

























































































物 及 植物 等 各 种 生物 中 ,属于 (K/H)DEL 和 蛋白 家 族 
(Michalak et al., 1992, 1999) , TE 4E 4 RAIE 
期 间 内 质 网 质量 控制 中 起 着 重要 作用 (Ramos et al., 
2011) 。 在 昆虫 中 ,CRT 可 能 参与 嗅觉 (Stoltzfus et 
al., 2003) 免疫 反应 (Choi et al., 2002; Asgari and 
Schmidt, 2003; Zhang et al., 2006; Wang et al., 
2012) 及 早期 发 育 (Ramos et al., 2011), Ti REE 
虫 应 对 不 良 环境 条 件 的 生活 策略 ,在 昆虫 生长 发 育 
和 存活 过 程 中 起 着 重要 作用 。 然 而 , 目前 我 们 对 
Ca 信和 号 在 昆虫 滞 育 中 的 调控 作用 很 少 了 解 。 新 近 
人 研究 表明 ,在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Lu and 
Xu, 2010; Zhang et al., 2012) ZREN sj Tetranychus 
urticae ( Zhao et al., 2017) , Z& *& ( Hsieh and Gu, 
2019) 和 淡色 库 蚊 Culex pipiens pallens ( Zhang et al., 
2019) 等 滞 育 过 程 中 许多 钙 结 合 蛋 白 差 异 表达 , 意 
味 着 其 在 昆虫 浪 育 调控 中 可 能 起 着 重要 作用 。 
VADE Galeruca daurica 是 一 种 近年 来 在 
内 蒙古 草原 上 独 狐 成 灾 的 新 害虫 , 自 2009 EENS 
古 锡 林 郭 勒 草原 突然 暴发 成 灾 以 来 ,发 生 范 围 不 断 
扩大 ,危害 日 趋 严重 , 目前 已 扩散 到 锡林郭勒 盟 、 己 
兰 察 布 市 .呼伦贝尔 市 ` 巴 彦 淖尔 市 . 骂 尔 多 斯 市 和 
阿拉 善 盟 等 6 个 盟 市 的 20 多 个 旗 县 。 该 虫 发 生 于 
荒漠 草原 和 退化 草原 , 取 食 百合 科 萄 属 Allium vb 28. 
A. mongolium, Z R Z8 A. polyrhizum Fil Ef JE A. 
ramosum 等 植物 ,使 本 已 脆弱 的 草原 生态 环境 更 加 
晋 化 ( 谭 瑶 等 , 2017 ) 。 该 虫 一 年 发 生 1 代 , 春 季 越 
冬 卵 最 早 于 4 月 上 中 旬 开 始 孵化 ,夏季 成 虫 羽 化 约 
7 «10 d 后 进入 专 性 滞 育 ,羽化 约 80 ~ 90 d 后 解除 
HA, FRE, EMI, ANA A RA RF 
等 , 2015; Zhou et al., 2016; 陈 龙 等 , 2018b ) 。 目 
前 在 昆虫 纲 中 以 卵 冬 滞 育 同时 以 成 虫 夏 滞 育 的 昆虫 
未 见 有 过 报道 Db s FR OS ERE VE S BE T TR Af 
的 研究 材料 。 然 而 ,目前 对 其 滞 育 机 理 了 解 得 还 很 
少 。 本 实验 室 前 期 研究 了 成 虫 不 同 夏 滞 育 阶段 体内 
BES SEA RUE Œ (WR IESE, 2018b ) 及 海棠 糖 酶 
(KESE, 20182) 和 热 激 蛋白 ( 陈 龙 等 , 2019) 基因 
表达 量 的 变化 。 和 蛋白 质 组 学 分 析 发 现 ,多 个 钙 结 合 
蛋白 在 沙 殴 莉 叶 甲 成 虫 夏 沛 育 不 同 阶段 差异 表达 
(Ma et al., 2019) 。 本 研究 根据 本 实验 组 装 的 沙 签 
董 叶 甲 转录 组 和 蛋白质 组 数据 ,应 用 生物 信息 学 和 
RT-PCR 方法 克隆 获得 沙 芍 董 叶 甲 钙 结合 蛋白 基因 
序列 ,对 其 序列 特征 进行 生物 信息 学 分 析 , 并 利用 
qPCR 技术 检测 其 在 成 虫 滞 育 过 程 中 及 不 同 温度 下 
的 表达 模式 ,为 进一步 明确 钙 结 合 蛋 白 在 沙 芍 董 叶 
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H i Fa Vader B EH ERE VEIT ERI o 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆虫 

2019 年 5 月 于 内 蒙古 锡林郭勒 盟 镶 黄 旗 采 集 
沙 葱 萤 叶 甲 幼 忠 , 置 于 室内 自然 变温 条 件 下 以 野 非 
为 食 饲 养 , 待 羽化 为 成 虫 后 作为 供 试 虫 源 。 取 3 日 
龄 成 虫 肉 雄 各 2 头 混 样 作为 基因 克隆 的 cDNA 模 
板 。qPCR 实验 包括 两 类 样品 : (1 ) 不 同 温度 处 理 样 
品 :选取 羽化 后 3 日 龄 成 虫 ,分 别 放置 在 0, 5, 10, 
15, 20, 25, 30 及 35% 的 低温 培养 箱 (LRH-100CB 
型 ,上海 一 恒 仪 器 公司 ) 中 处 理 1 hp;(2) 不 同日 龄 成 
虫 样品 :选取 羽化 3, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 90 
和 110 d 的 成 虫 作为 供 试 虫 源 ,其 中 羽化 后 3 d 的 成 
虫 处 于 滞 育 前 ,羽化 后 7 d 开始 进入 淆 育 期 (7 - 20 
d 为 涡 育 初期 .30 -40 d 为 清 育 中 期 60 d 为 清 育 后 
期 ) ,羽化 后 90 d 滞 育 终止 。 每 个 处 理 3 个 生物 学 
& ,每 个 重复 肉 雄 各 2 头 。 
1.2 总 RNA 提取 及 cDNA 的 合成 

VA 1. 1 节 收 集 的 虫 源 为 模板 ,按照 RNAiso Plus 
(TaKaRa, 大 连 ) 操 作 说 明 提 取 总 RNA。 提 取 的 总 









































RNA 经 1. 5% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 及 紫外 分 光 光 度 计 
( Nano Photometer -Class ,德国 ) 检 测 总 RNA 质量 、 
浓度 和 纯度 。 分 别 取 1 pg 总 RNA 为 模板 ,按照 
PrimeScript™ RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
(TaKaRa, KI ) 操作 说 明 合 成 cDNA 第 1 链 ,放置 
-20% 保存 备用 。 
1.3. 钙 结 合 蛋白 基因 的 克隆 

根据 本 实验 室 组 装 的 沙 殴 董 叶 甲 转录 组 和 重 白 
质 组 数据 ,筛选 关于 钙 结 合 蛋 白 的 全 部 序列 ,选取 4 
个 具有 完整 开放 阅读 框 (ORF ) B5 95255 5 E E E A 
序列 ,利用 Primer Primer 5. 0 设计 引物 ( 表 1)。 扩 
增 反应 体系 (25 pL) : cDNA 模板 1 uL, PCR Master 
Mix 12.5 pL,， 上 下 游 引 物 (0.2 pmol/L) 4 1 wl, 
RNase-free Water 9. 5 uL, PCR 扩 增 条 件 : 94%C 预 
变性 3 min; 94°C 变性 30 s, 58% 退火 30 s, 72°C 延 
伸 30 s, 30 个 循环 ; 72°C 延伸 10 min。 扩 增产 物 用 
1.5% 的 琼脂 糖 电泳 检测 后 , 胶 回 收 目 的 片段 。 将 回 
收 的 目的 片段 与 PMD® 19-T 连 接 , 转 入 大 肠 杆菌 
Escherichia coli DH5a X Z 2S 4 Hd, £5 v ABE oi oe , 
挑选 白色 落落 进行 PCR 验证 ,将 验证 过 的 菌 液 继 续 
过 夜 培养 过 夜 后 , 送 至 上 海 生 工 公司 进行 测序 。 




































































表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 3") 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 
CaM-F AACGAGAAAAGACAGTTGGC 
CaM-R GAAAATGCAACTCTTGTGGT 
CAPSL-F TCAAAGTGAAAAGCGAAGTT 
CAPSL-R GGAATCACAGATACTCCCTG 基因 片段 扩 增 
TnCl-F TGTTACAAAACTTAGTGAGG Amplification of gene fragments 
TnCl-R TTGTAATTTATTTATCGTGC 
CRT-F ATTCATCGTGCTCACTTTCA 
CRT-R ATCGCAGTATTCCATCTGTC 
qCaM-F TCGATAAAGACGGCGATGGT 
qCaM-R GCAGAGATAAAACCGTTACCGT 
qCAPSL-F TGACGTCAGAGCAGATCCTC 
qCAPSL-R TGACGCACTTACTCCAGCAT qPCR 中 目的 基因 扩 增 
qTnCl-F ACCAGCACCAGTCACCAAT Amplification of target genes in qPCR 
qTnCl-R CCTCTAGCTCCTGTGGTGTC 
qCRT-F GATATTTCTGGACCCGGCAC 
qCRT-R GAAGGTCCCAATCAGCCTCT 
qSDHA-F GGGAGACCACAATCTCCTCA qPCR 中 内 参 基 因 扩 增 
qSDHA-R AGCTGGTGCTCCTAAGTCCA Amplification of the reference gene in qPCR 


1.4 序列 分 析 及 系统 发 育 树 构建 

利用 NCBI 数据 库 中 ORF Finder xo b Ai He Mt Hg 
钙 结 合 蛋白 基因 的 开放 性 阅读 框 进行 预测 (https: // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/orffinder/ ) ; 利用 DNAMAN 





6.0 软件 进行 分 子 量 及 理论 等 电 点 的 预测 ; 利用 
SingalP 5.0 软件 进行 信号 肽 预测 (http : // www. cbs. 
dtu. dk/services/SignalP/ ) ;利用 TMHMM Server 2. 0 
(http: // www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM/) 进行 
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跨 膜 区 的 预测 ; 利用 Scan Prosite ( https: // prosite. 
expasy. org/ ) 对 蛋白 结构 域 预测 。 利 用 MEGA 6.0 
软件 的 邻接 法 (重复 运行 1 000 WR) 构建 系统 发 
育 树 。 
1.5 钙 结 合 蛋白 基因 表达 谱 qPCR 分 析 

qPCR 反应 体系 (20 pL): 模板 cDNA 2 pL, 上 
下 游 引 物 (10 kmolL) 各 0.4 uL, GoTaq® qPCR 
Master Mix (2 x ) 10 uL( Promega, 32/8] ) , Nuclease- 
Free Water 7. 2 uL, ve Hj vb Z sg "p HA SDHA 
(GenBank 登录 号 : KU240575 ) 作为 内 参 基 因 (Tan 
et al., 2017) ,每 个 处 理 3 次 生物 学 重复 及 3 次 技术 
重复 。 使 用 qPCR [X ( FTC-3000, Funglyn Biotech, 
MEK) 进行 测定 。 反 应 程序 : 95°C 预 变性 10 min; 
95*C 变性 15 s, 60% 退火 1 min, 40 个 循环 ; 95% 变 
性 15 s, 60% 退 火 15 s, 95°C 延伸 15 s, 
1.6 数据 分 析 

采用 2 ^^" 3x ( Livak and Schmittgen, 2001 ) iil 
EUA iz HUS 28 RC A eS A t LAS I] H HS 
成 虫 及 不 同 温度 下 钙 结 合 蛋白 的 相对 表达 量 差异 显 


= 











比 对 分 析 ,经 RT-PCR 克隆 测序 验证 及 生物 信息 学 
分 析 获 得 4 个 具有 完整 开放 阅读 框 (ORF ) 的 钙 结合 
蛋白 基因 序列 ,依次 命名 为 GdCaM, GdCAPSL, 
GdTnCl 和 GdCRT ( GenBank 登录 号 : MN695412 - 
MN695415) , ORF 4447 5l Jg 450, 648, 516 和 
1 209 bp ,分 别 编码 149, 215, 171 和 402 个 氨基 酸 
残 基 , 预测 和 蛋白质 分 子 量 分 别 为 16. 81, 24. 34, 
19. 67 和 46. 43 kD ,等 电 点 pl 4p RIA 3. 84, 4.57, 
3.95 $14.17, GdCaM, GdCAPSL 和 GdTnCl 无 信号 
肽 ,分 别 与 玉米 根 董 叶 甲 Diabrotica virgifera virgifera 
CaM, CAPSL 和 TnCl 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ,分 
别 为 100% ,74. 0% 和 88.2% ;GdCRT 与 马铃薯 甲 
Œ Leptinotarsa decemlineata CRT 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 最 高 (92. 5% ) 。 根 据 EF-hand 基 序 的 共有 序列 
D-x-DNE-x-DNS-GP-x-ILVFM-DSE-x-x-DE ( x 代表 任 
意 氨基 酸 ) ,运用 Scan Prosite 在 线 软件 分 析 显 示 ( 图 
1) :GdCaM 有 4 个 典型 的 结构 和 功能 性 EF-hand 基 
FÉ ;GdCAPSL 有 3 个 EF-hand 基 序 ,其 中 EF-hand 4 
基 序 缺失 [ EF-hand 基 序 氨基 酸 被 替代 ,其 中 第 1 位 

















著 性 分 析 采 用 单 因 素 方 差分 析 (one-way ANOVA) Fil 
Duncan 氏 新 复 极 差 法 。 运 用 SPSS 22.0 统计 分 析 软 
件 对 数据 进行 分 析 , 数 据 以 平均 值 + 标准 误 表 示 。 


2 结果 


2.1 
特征 


沙 葱 萤 叶 甲 钙 结 合 蛋 白 基 因 的 鉴定 及 序列 

















过 对 沙 苞 至 叶 甲 成 虫 转录 组 数据 的 BlastX 


GdCaM 


[ef 


的 甘氨酸 (Gly) 替 代 了 天 冬 氨 酸 (Asp) ,第 3 位 的 苏 
氨 酸 (Thr) 替代 了 天 冬 氨 酸 / 天 冬 酰胺 (Asn)/ 谷 氨 
酸 (Glu)];GdTnCl 只 有 2 个 EF-hand 基 序 , 其 中 
EF-hand 1 和 EF-hand 3 基 序 均 缺 失 [EF-hand 1 基 
序 第 5 MRAR (Lys) BRT RAAR KRAM 
(Asn) /丝氨酸 (Ser) ,第 6 位 的 谷 氨 酰胺 (Glu) 替 代 
了 甘氨酸 (Gly ) / IRAR (Pro), 5% 12 位 的 蛋氨酸 
(Met) AR T 463 24 B2 ( Glu) X A AR ( Asp) ; EF- 
hand 3 基 序 第 5 位 的 亮 氨 酸 ( Leu ) 替 代 了 天 冬 氨 酸 / 




















GdCAPSL MHHNCSATFRCETEIATESMREIQSIGSSGLTVERIRIICLSRCATGIIGIGR 


GdTnCl 






GdCaM SLB 
GdCAPSL RI 
GdTnCl CS 


GdCaM 
GdCAPSL 


GdTnCl  SARFIVEEEELTEAIIRELKLI 


GdCaM 
GdCAPSL 
GdTnCl 


BEVDEMIR...... E 
ESKNTILCRELDNERTGATKO 


图 1 





Fig. 1 
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ITBEKEOEIPVLMIGCIIIMI[EHRIME 


MARRMEDTDSE..... pes 


LORMMSHS DH ue ee 


3LÇIMINE 
3AREMEERH 












FMRHVMTNIGEKRETD ... 
MENLYCVFACHEYISGCE 


HP... 


VDINEMIR...... 3 IDTDNGS vial KAMMIG.. cee ee eee ce eee ee ees 


vb 7g Hei EF-hand 钙 结合 


Sequence analysis of EF-hand calcium-binding proteins in Galeruca daurica 


白 序列 分 析 





方 框 显示 预测 的 4 个 EF-hand 基 序 。Four predicted EF-hand motifs are shown in the box. 
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天 冬 酰 胺 ( Asn)/ 丝 氨 酸 (Ser) ,第 12 PLAY ARE 
代 了 谷 氨 酸 (Glu)/ 天 冬 氨 酸 (Asp)]。GdCRT 不 具 
有 EF-hand 基 序 ,但 GdCRT 具有 2 条 典型 的 钙 网 蛋 
白 (CRT) 家 族 标签 序列 ( K" HEQNIDCGGGYV 


KVF'? fj L” MFGPDiCG? )、 三 重复 序列 (2 
kDPEAKKPEDWD"^ , 1” PDPDDTKPEDWD^* 和 1“ 
PDPDATKPDDWD?" ) J£ Py jo ots a EFA] HDEL 
(图 2)。 


309 


ATGAAATATITIACAGITCTIGIGATTITIGCATATCTGTATGCAGICAACGCTAATGIGTATTITAGAAGAAAAATTCAACGAT 
M K Y F T V L V I F A Y L Y A V NA NV Y L EE K F N D 
GATTCTTGGGAAAAGAACTGGATTTACAGCAAACACCCTGGCAAAGAATTTGGAAAATTCGTTAGGACAGCTGGAAAATTCTTC 
D SW EK NW IY SK H PG K E FG Kk F V R T AG K F F 
AATAATGAGGAAGAAGACAAAGGTATTCAAACATCTGAAGATGCTAGATTCTATGCATTGAGCAGAAAATTCAAGCCTTTCTCC 
N N E E E DK G I QT S ED A R F Y AL S R K F K P F S 
ACTGAAGGCAAAGATCTIGTIGICCAGITTACTGIAAAACATGAACAAAATATIGATTIGIGGAGGIGGITATGIAAAAGIATITI 
T E G K DL V V Q FEF T V|K H E Q N I D C GGG Y V K V FE 
GATTGITCIITGAATCCAGAGGAAATGCATGGAGATTICICCATACAGACITATGITTIGGCCCTGATATITGIGGACCCGGCACT 
D C SLNP EE MH GODS P YR LMF G P D I C GIP G T 
AAGAAAGTTCATGITATICTITAATCACAAGGATAAGAAT GITCICATCAACAAGGACATCAGATGIAAGGATGAIGITTACACT 
K K V H V IL NHEKD EXKNTZI IN KOT R CK DD V XY T 
CATGCCTACACTCTCATTATICGTCCTGACAATACTTATGAAGTACAAATTGATGGCGAAAAAGTAGAATCTGGAGAATTAGAG 
H A Y T LIIS IRP DNHTYEVOQOIDGENKVESGELIE 
GCTGATTGGGACCTTCTTCCTCCCAAGAAAATCAAGGATCCTGAAGCCAAGAAACCAGAAGACTGGGATGATAGAGCTACCATC 
A DW DEL LL PP KK I KD P E AK K P E DW DDRA SO I 
CCIGATCCTGATGACACAAAACCAGAAGATTGGGATAAGCCOOGAACATATICCAGRCCCAGATGCCACCAAACCTGATGATTOG 
P D P D D T K P E D HD K P E HI P D P D A T K P D D W 
GATGATGAAATGGATGGIGAATGGGAACCACCAAIGATIGATAACCCAGAATTICAAGGGAGACTGGAAACCAAAACAAATTGAT 
D D E MDGEWE PPMIDN PE F KG DW Kk PF KoQ LID 
AACCCTGCTTATAAAGGTGCTTGGGTACATCCTGAAATTGATAATCCIGAATACAGCCCTGAACCTGAACTCTACAAACAAAAA 
N PAY KG AWV HP E IDNPEYSPEPELYHRKQK 
GAAATCTGTGGATTAGGTTTCGATTTATGGCAAGTAAAATCTGGTACCATTTTTGATAATGTCCTCATCACAGACGATGTAGAA 
E I C GLGFDLW QVK SGTIFDNVILITDDIVIE 


1009 TATGCTAAGAACGCTITGGCCGGACTCAAAGAAACACAAGAAGGTGAAAAGAAAGCTAAAGAAGAACAAGATAAAGCAGAAGTA 


337 


Y AK N AL AGL KE TQE GE K K AK E END KA EE V 


1093 GAAGCTGCTAGTGAATATGATAAGAAAGATGATGAAGATGAGGACGATGATGATGATGAAGATGCAAATGAAGAAAAAGTGCCA 


365 


E A A SE ¥ DK EK DODEDeEDBDODBDODE DA NE E KV P 


1177 CAAGITGATGAAAGTGAGCACGATGAATTATAA 
303 QV DE S E H D E L * 





图 2 vb ae FA PSIIZE EL CdCRT 序列 分 析 
Fig. 2 Sequence analysis of calreticulin (GdCRT) in Galeruca daurica 
方 框 表示 钙 网 蛋白 家 族 标签 序列 ,下 划 线 序列 表示 信和 号 肽 ,波浪 线 序列 为 重复 序列 , 双 下 划 线 序列 表示 内 质 网 滞留 信号 序列 。The calreticulin 


family signatures are boxed, the signal peptide sequence is underlined, the repeat sequence is wavy lined, and the endoplasmic reticulum retention signal 








sequence is double underlined. 


2.2 ib EUR HR E AAR REARS ABI 

WD Zi sic p HR 4 28 Hs HL 2a SE HR 9] NCBI 
数据 库 中 已 知 的 其 他 鞘翅 目 钙 结 合 蛋 白 氨基 酸 序列 
构建 系统 树 , 结 果 图 3 表明 :具有 EF-hand 基 序 的 
GdCaM, GdCAPSL 和 GdTnCl 分 别 与 其 他 鞘翅 目 昆 
虫 的 CaM, CAPSL 和 TnCl 各 构成 一 个 分 支 , 其 中 
GdCaM 置信 度 均 为 100% ,在 进化 过 程 中 具有 高 度 
保守 的 进化 特征 ;不 同 昆 虫 TnCl 间 保 守 性 较 高 , 置 
信和 度 介 于 47% ~ 9996 之 间 , 其 中 GdTnCl 与 玉米 根 
HEMT A AY) TnCl 亲缘 关系 最 近 ,最 先 聚 在 一 起 。 这 3 
类 具有 EF-hand 基 序 的 钙 结合 蛋白 亲缘 关系 较 近 ， 
共同 聚 为 一 个 大 分 支 , 最 后 与 CRT 聚 在 一 起 。CdCRT 
E Hbi A Eb HR CRT 单独 聚 为 一 个 分 支 , 但 不 
EEE CRT 间 的 亲缘 关系 较 远 ,置信 和 度 较 低 。 
2.3 沙 葱 莹 叶 甲 钙 结合 蛋白 基因 在 不 同日 龄 成 虫 
中 的 表达 分 析 

qPCR 结果 (图 4) 表 明 , GdCaM, GdCAPSL, 








GdTnCl 和 GdCRT 在 不 同日 龄 成 虫 中 的 表达 量 存在 
显著 差异 (P<0.05), 且 表达 模式 不 同 。GdCaM 在 
成 虫 滞 育 前 (羽化 后 3 d) 表达 量 最 高 ,开始 进入 夏 
滞 育 后 ( 羽化 后 7 d) 表 达 量 降低 ,在 清 育 期 间 ( 羽化 
后 7 -60 d) 变 化 较 小 ,而 解除 滞 育 后 (羽化 后 90 d) 
表达 量 又 显著 下 调 ( 图 4: A). GdCAPSL 在 成 虫 羽 
化 后 表达 量 逐 渐 下 降 , 在 清 育 初期 (羽化 后 10 d) 
持 在 最 低 水 平 , 进 入 滞 育 中 后 期 (羽化 后 40 d 和 60 
d) 开 始 回升 , 清 育 解除 后 又 突然 下 调 至 最 低 水 平 ， 
而 羽化 后 110 d 急剧 上 升 至 最 高 水 平 ( 图 4: B). 
GdTnCl 随 成 虫 发 育 上 调 表达 ,在 清 育 初期 (羽化 后 
15 -20 d) 达 最 高 水 平 , 进 入 清 育 中 后 期 (羽化 后 
30 -60 d) 和 急剧 下 降 至 最 低 水 平 , 清 育 解除 后 再 次 上 
38] ,但 在 羽化 后 110 d 突然 下 调 至 最 低 水 平 (图 4: 
C), GdCRT 在 进入 泪 育 后 表达 量 开 始 逐 渐 下 调 ,在 
滞 育 维持 期 (羽化 后 15 -60 d) 维 持 在 低 水 平 , 滞 育 
解除 后 又 开始 上 升 (图 4: D)o 
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@ HEHA Galeruca daurica TnCl (MN695414) 

E448 A Diabrotica virgifera virgifer TnCl (XP_028130421.1) 
DEP ch Leptinotarsa decemlineata TnCl (XP. 023016538.1) 
AFK Anoplophora glabripennis TnCl (XP. 018575233.1) 
LUE] Dendroctonus ponderosae TnCl (XP. 019754516.1) 

^| AERE FR EB Aethina tumidaTnCl (XP. 019875346.1) 

TWAHA Tribolium castaneum TnCl (XP. 008190794.1) 

白蜡 窗 吉 丁 
@ AEH P Galeruca daurica CaM (MN695412) 


Agrilus planipennis TnCl (XP. 018324500.1) 








100 


55329 Leptinotarsa decemlineata CaM (XP. 023021296.1) 
EA+REH A Diabrotica virgifera virgifera CaM (XP_028144676.1) 
HF Sitophilus oryzae CaM (XP. 030746948.1) 

WEA Tribolium castaneum CaM (XP. 972156.1) 

BEEST 


Agrilus planipennis CaM (XP_018326098.1) 





REA 








100 





FAnoplophora glabripennis CaM (XP 018565489.1) 


UA RS Dendroctonus ponderosae CaM (XP. 019773734.1) 

@ AEH P Galeruca daurica CAPSL (MN695413) 

ZR Tribolium castaneum CAPSL (XP_008193044.1) 
ERR FA Diabrotica virgifera virgifera CAPSL (XP_028151337.1) 
小 蜂 高 甲虫 





50 


66 

















H Aethina tumida CAPSL (XP_019870536.1) 


FESR Sitophilus oryzae CAPSL (XP. 030761366.1) 

WAEA Anoplophora glabripennis CAPSL (XP. 018578997.1) 
LIES] Dendroctonus ponderosae CAPSL (XP. 019762128.1) 
马 铃 莫 甲虫 Leprinotarsa decemlineata CRT (XP. 023011672.1) 
EAR EHH Diabrotica virgifera virgifera CRT (XP. 028136719.1) 
iba gH FA Galeruca daurica CRT (MN695415) 

UHA- Dendroctonus ponderosae CRT(XP_019766694.1) 
BEA T Agrilus planipennis CRT (XP_018331355.1) 

2RS& Sitophilus oryzae CRT (XP. 030761545.1) 

光 肩 星 天 牛 4noplophora glabripennis CRT (XP. 018579903.1) 


33 FPA Sk Tribolium castaneum CRT (XP. 008197565.1) 








图 3 BERAR EHAE T AIERT PUR VP TELS UE FF 


Fig. 3 Phylogenetic tree of calcium-binding proteins from Galeri 








by neighbor-joining method based on the amino 


2.4 沙 葱 萤 叶 甲 钙 结 合 蛋白 在 不 同 温度 胁迫 下 的 
表达 分 析 

从 图 5 可 知 ,温度 对 除 CdCR7 外 的 其 他 3 种 钙 
结合 蛋白 基因 ( GdCaM , GdCAPSL 和 GdTnCl) 表达 


3 





Sa a 











目 昆 虫 钙 结 合 蛋白 系统 发 育 树 (1 000 次 重复 ) 


uca daurica and other coleopteran insects constructed 








acid sequences (1 000 replicates) 


it 


讨 


根据 沙 殊 至 叶 甲 转录 组 和 和 人 蛋白质 组 数据 ,本 研 


量 均 有 显著 影响 (P <0.05)。 当 温度 高 于 20°C , 随 
着 温度 的 逐渐 上 升 ,GdCaM 的 表达 量 逐 渐 上 升 ; 当 
温度 低 于 20%C 时 , 随 着 温度 的 逐渐 降低 , GdCaM 
的 表达 量 上 调 , 在 5%C 达到 最 高 值 ,但 0%C 时 又 突 
然 下 降 到 最 低 值 (图 5: A)。GdCAPSL 的 表达 量 
随 着 温度 的 升 高 而 呈现 上 升 的 趋势 ,25% 时 达到 
最 高 ,然后 下 降 (图 5: B). GdTnCI # OC 时 表达 
量 最 高 , 随 着 温度 的 升 高 ,表达 量 呈 现 整体 降低 的 
趋势 (图 5: C), 











究 首 次 鉴定 和 克隆 得 到 4 条 具有 完成 ORF 的 钙 结 
合 蛋白 基因 cDNA 序列 ,其 中 3 条 编码 的 蛋白 属于 
具有 典型 EF-hand 结构 域 的 钙 结 合 蛋 白 家 族 , 男 一 
条 编码 的 蛋白 为 不 含 EF-hand 结构 域 但 具有 和 钉 结 合 
能 力 的 钙 网 蛋白 (CRT) 。 氮 基 酸 序列 比 对 分 析 表 
HH vb Zen HH GdCaM Jr 7i] 5; Hf 8538 H Eb rH. CaM 
的 完全 相同 , 均 具有 4 个 典型 的 EF-hand 基 序 , 进 一 
步 说 明 CaM 具有 高 度 保守 的 进化 特征 ( 李 庆 伟 等 ， 
2017) 。 我 们 从 沙 萝 莹 叶 甲 转录 组 数据 库 BLAST 3X 
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Fig. 4 Relative expression levels of calcium-binding protein genes in different day-old adults of Galeruca daurica 
A: GdCaM; B: GdCAPSL; C; GdTnCl; D; GdCRT. 成 虫 羽 化 后 3 d 为 滞 育 前 期 ,羽化 后 7 d 开始 进入 滞 育 期 (7 -20 d 为 滞 育 初期 ,30 -40 d 为 











Hit PAY) .60 d 为 滞 育 后 期 ) ,羽化 90 d 后 开始 沾 育 解除 。 图 中 数据 为 












































均值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 不 同 发 育 阶段 间 基因 表达 量 差异 显 








(P «0.05, Duncan 氏 新 复 极 差 法 ) ;图 5 同 。Adults at 3 d after eclosion were before diapause, those at 7 d after eclosion began to enter diapause 
(7 -20 day-old; early diapause stage; 30 — 40 day-old; middle diapause stage; 60 day-old; late diapause stage) , and those at 90 d after eclosion began 











to terminate diapause. Data in the figure are mean + SE. Different letters above bars indicate significant difference in the gene expression level between 


different developmental stages ( P «0.05, Duncan’ s new multiple range method). The same for Fig. 5. 
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得 一 条 类 似 钙 磷 蛋白 ( caleyphosine-like, CAPSL) 的 
序列 ,其 与 同属 董 叶 甲 亚 科 的 玉米 根 董 叶 甲 CAPSL 
一 致 性 最 高 (74% ) ,命名 为 GdCAPSL。 结 构 域 分 析 
表明 ,GdCAPSL 具有 3 个 典型 的 EF-hand 基 序 ,而 
CAPS 与 CaM 一 样 具 有 4 个 EF-hand 基 序 ( 鞠 川 等 ， 
2006) 。TnC 也 是 具有 4 个 典型 的 EF-hand 基 序 的 
钙 结 合 蛋白 ,但 由 于 一 些 TnC 中 某 些 基 序 上 的 钙 离 
子 结合 所 必需 的 氨基 酸 残 基 发 生 突变 ,使 得 其 失去 
2 个 甚至 更 多 的 钙 离 子 结合 位 点 (Qiu et al., 2003) 。 
本 研究 获得 的 沙 营 董 叶 甲 TnC 失去 2 个 钙 离 子 结 
合 位 点 ,只 剩 2 个 EF-hand SF, H-5 OK AR HEMT FA 
TnCl 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 (88. 2% ) ,因而 命名 
为 GdTnCl, CRT 是 不 具有 EF-hand 结构 域 的 钙 结 
合 蛋 白 ,但 至 少 具 有 3 个 典型 的 功能 结构 域 :(1)N 
端 结构 域 :具有 一 段 信号 肽 .2 条 保守 的 钙 网 蛋白 家 
族 标签 序列 KHEQNIDCGGGY 和 IMFGPDICG; (2) P 
端 结构 域 : 富 含 睛 氮 酸 ,并 有 1 个 高 亲 和 性 \ 低 容量 
的 钙 离 子 结合 位 点 和 2 组 三 重复 序列 ;(3)C 端 结构 
域 :拥有 一 个 高 容量 、 低 亲 和 人 性 的 钙 离 子 结合 位 点 和 
典型 的 内 质 网 清 留 信号 肽 (KZAH) DEL ( Michalak et 
al., 1992, 1999) 。 生 物 信息 学 分 析 表 明 ,本 研究 殉 
隆 获 得 的 一 段 ORF 编码 的 蛋白 序列 具有 上 述 特征 ， 
而 且 与 马 铃 募 甲 虫 CRT. 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 
92. 5% ,因此 将 该 序列 命名 为 GdCRT。 

CaM 是 一 种 重要 的 调节 蛋白 ,能 结合 第 二 信使 
Ca^ “和 多 种 靶 蛋 白 , 调 节 多 种 细胞 过 程 和 发 育 。 
GdCaM 在 沙 获 至 叶 甲 成 虫 滞 育 前 (羽化 后 3 d) 的 表 
达 量 最 高 ,随后 在 进入 滞 育 后 (羽化 后 7 d) 表达 量 
显著 下 降 ( 图 4: A) ,这 一 规律 与 棉铃 虫 幼 虫 滞 育 过 
程 CaM 水 平 降 低 (Lu and Xu, 2010; Zhang et al., 
2012 ) 相 一 致 ;淡色 库 蚊 滞 育 的 各 阶段 中 CaM 表达 
也 呈现 显著 变化 ,表明 CaM 可 能 在 滞 育 过 程 中 起 重 
要 的 调控 作用 (Zhang et al., 2019) 。 但 在 解除 请 育 
后 , GdCaM 表达 量 进一步 下 降 的 原因 尚 不 清楚 。 
Teets 等 (2013 ) 发 现 钙 信 号 介 导 昆虫 冷 感应 , 当 
25C 下 降 到 OC ,细胞 内 钙 离子 浓度 增加 40% ,并 使 
得 钙 调 蛋白 依赖 性 蛋白 激酶 下 (CaMKII) 活性 升 高 。 
与 本 研究 中 发 现 短 时 高 温和 低温 胁迫 均 导 致 
GdCaM 表达 量 上 调 , 而 0% 时 GdCaM 的 表达 量 低 于 
S'CIERS CALS: A) ,可 能 是 过 低 的 温度 使 得 GdCaM 
表达 受到 抑制 。 

CAPSL 也 属于 钙 结 合 蛋白 EF-hand 家 族 ,可 能 
与 CaM 存在 相互 作用 (Klimmeck et al., 2008) 。 
CAPSL 在 沙 萄 萤 叶 甲 成 虫 滞 育 中 后 期 (羽化 后 40 - 


































































































60 d) 表达 量 显著 上 调 ( 图 4; B) Zhao 等 (2017) 也 
发 现 , 与 非 滞 育 对 照相 比 ,CAPSL 在 二 斑 叶 螨 滞 育 第 
3 和 第 13 天 表达 量 显 车 上 调 。 说 明 GdCAPSL 可 能 
vb sen RE Ps Xs 

TnC 通过 结合 钙 离 子 发 挥 其 生物 学 功能 , TnC 
随 着 细胞 内 Ca** 浓度 的 升 高 ,引起 肌 动 蛋白 与 肌 球 
蛋白 发 生 相 互 作用 ,产生 肌肉 收缩 或 扩张 (Filatov et 
al., 1999) ,肌肉 结构 的 稳定 性 在 寒冷 生存 过 程 中 起 
着 至 关 重 要 的 作用 (Zhao et al., 2017) 。 本 研究 中 
发 现 ,GdTnCl 的 表达 量 随 着 温度 的 降低 而 上 升 (图 
5: C) ,表明 GdTnCl 可 能 通过 参与 调节 肌肉 结构 的 
稳定 性 ,进而 提升 昆虫 在 寒冷 条 件 下 的 适应 能 力 。 
GdTnCl gib ATENT H p, duds S 1 (tia 7 - 20 
d) deii E38] , dedii A Pa (Pl tia 30 -60 d) F 
调 表达 (图 4: C). REJE Culex pipiens 中 发 现 肌 
动 蛋白 (actin ) 在 滞 育 初期 表达 量 上 调 , 清 育 后 期 又 
回 到 低 水 平 (Kim et al., 2006), GdTnCl 可 能 通过 
对 肌 动 蛋白 的 作用 间接 调控 细胞 骨架 系统 ,引起 细 
胞 骨架 系统 重 排 ,通过 结构 组 分 改变 对 沙 葱 莹 叶 甲 
夏 清 育 做 出 反应 。 

GdCRT 在 沙 莉莉 叶 甲 成 虫 滞 育 期 间 ( 羽 化 后 
7 -60 d) 的 表达 量 显著 低 于 滞 育 前 (羽化 后 3 d) 和 
解除 滞 育 后 (羽化 后 90 d) (图 4: D), CRT 可 能 通 
过 表达 量 的 下 调 来 调控 神经 递 质 的 释放 ,进而 诱导 
昆虫 进入 消 育 。 在 棉铃 虫 清 育 期 幼虫 滞 育 诱导 过 程 
中 ,同样 发 现 CRT 表达 量 水 平 下 降 ( Lu and Xu, 
2010) 。 另 外 , Vb A E nt FA px HOR fe 110 d 时 
GdCAPSL 和 GdCRT 的 表达 量 达 到 最 高 值 , 而 
GdTnCl 的 表达 量 降 为 最 低 值 ,此 时 雌雄 成 虫 已 经 进 
行 交 尾 受孕 ,我 们 推测 对 应 的 3 种 CaBP 可 能 在 生 
殖 过 程 中 也 发 挥 着 潜在 作用 。 

本 研究 首次 成 功 克隆 了 4 SD a aa FZ 
蛋白 基因 ,并 进行 了 分 子 特性 及 在 成 虫 发 育 过 程 中 
和 不 同 温度 下 的 表达 分 析 , 为 进一步 明确 钙 结合 
HEWA EITE E A AURE i A P EHE T 
基础 。 
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